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 研究目的 
 
 膵癌を含む多くの癌でタイト結合を構成する主要な膜貫通タンパクであるclaudinの高
発現が認められており、近年claudinを分子標的とした癌治療戦略が注目されている。 
食中毒の起因菌の一つであるウエルシュ菌の産生する毒素 (CPE)のC末ペプチド断片 (C-
CPE)はclaudin-4と強い結合性をもち、細胞を傷害することなくそのバリア機能を阻害する
ことが知られている。claudin-4が高発現している子宮内膜癌細胞株に対し、C-CPEが抗癌
剤の作用を増強したという報告があり、一般にclaudin-4の高発現がみられる膵癌に対して
も、同様の効果が得られる可能性がある。本研究では膵癌細胞株及びヒト正常膵管上皮細
胞を用いて、C-CPEによるタイト結合への影響や抗癌剤の増強作用の有無についての検討
を行うことを目的とした。 
 
 
 研究方法 
 
  細胞は膵癌細胞株と、hTERT 遺伝子を導入し延命化した培養ヒト正常膵管上皮細胞を用
いた。C-CPEは claudin-4に高い結合性をもつC-CPE 194と、claudin-4のみならず claudin-1
にも結合性をもつ C-CPE 194の変異体である C-CPE m19を用いた。抗癌剤は gemcitabine
と S-1 を用いた。最初に、タイト結合が高発現しバリア機能及びフェンス機能を有している
高分化型膵癌細胞株 HPAC にこれらの C-CPE 処置を施し、以下の点について検討をおこな
った。 
1) C-CPEによる細胞毒性 
2) C-CPEによるタイト結合への影響及びその制御機構 
3) C-CPEの動態 
4) C-CPEによる抗癌剤の増強作用の有無 
次にタイト結合のバリア機能、フェンス機能が破綻している低分化型膵癌細胞株と、ヒト正
常膵管上皮細胞に C-CPE処置を施し、タイト結合タンパクの発現や局在の変化、抗癌剤の増
強作用の有無について解析し、各細胞間での C-CPEによる作用の違いについて検討した。 
タイト結合のバリア機能変化は電気生理学的手法により解析し、フェンス機能に関しては
BODIPY-sphingomyelin を用いて解析した。タイト結合タンパクの発現変化は免疫染色、
Western blotsで解析した。C-CPEの細胞毒性や抗癌剤の増強効果については cell viability 
assayにて解析した。 
 研究成績 
 高分化型膵癌細胞株において、どちらのC-CPEも細胞毒性を示さなかった。タイト結合
機能の評価では、C-CPE 194またはm19処置によりバリア機能及びフェンス機能の低下が
みられた。Western blotsでは、C-CPE 194またはm19処置により、pMAPKの上昇がみら
れ、各種inhibitorを用いた実験にてC-CPE 194またはm19によるタイト結合のバリア機能
及びフェンス機能の低下は、MEK inhibitor U0126処置により抑制された。Cell viabilit
y assayによるC-CPEの抗癌剤の増強作用についての検討では、C-CPE 194をGEMまたは
S-1と併用することで、cell viabilityの低下が認められ、この作用もU0126処置により抑制
された。一方C-CPE m19処置では、抗癌剤の増強作用はみられなかった。 
低分化型膵癌細胞株とヒト正常膵管上皮細胞におけるC-CPEの作用について検討した結
果、抗癌剤の増強作用は低分化型膵癌細胞株でもみられ、高分化型膵癌細胞株と同様にその
作用はU0126により抑制された。一方ヒト正常膵管上皮細胞ではC-CPEによる抗癌剤の増強
作用はみられなかった。C-CPE 194処置によるpMAPKの発現上昇は、どちらの細胞におい
てもみられた。 
 
 
 考察 
 
高分化型膵癌細胞株において、C-CPE処置によりタイト結合のフェンス機能、バリア機能
の低下がみられたが、この変化はU0126により抑制された。また、C-CPE処置により pMAPK
の発現上昇がみられた。これらのことより、C-CPE は MAPK 経路を介してタイト結合機能
を制御していることが示唆された。 
高分化型膵癌細胞株のみならず、タイト結合機能が破綻している低分化型膵癌細胞株でも
C-CPE 194による抗癌剤の増強作用がみられ、この作用もU0126により抑制された。また、
どちらの細胞株においても C-CPE 処置により pMAPK の発現上昇が認められた。膵癌細胞
では、KRASの恒常活性化と、MAPK経路の異常がしばしばみられることが知られており、
C-CPE 194による抗癌剤の増強作用は、タイト結合機能の低下により生じているのではなく、
C-CPE 194がMAPK経路に影響を及ぼすことにより生じているのではないかと考えられた。 
C-CPE の受容体である claudin-4 は、正常膵管上皮細胞ではタイト結合領域である most 
apical側にのみ認められるが、膵癌細胞株では basolateral側にも局在している。また、C-CPE
は claudin のフリーな細胞外第 2 ループに結合するとされている。これらのことが正常膵管
上皮細胞では C-CPE による抗癌剤の増強作用がみられなかった理由と関係しているものと
考えられた。 
 
 
結論 
  
 Claudin-4 binderである C-CPE 194はMAPK経路を介して膵癌細胞株に対する抗癌剤の 
作用を増強させた。C-CPEは膵癌における新規分子標的治療戦略において、有効な薬剤とな 
る可能性が示唆された。 
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結果の要旨 
本研究において、C-CPE 194 および C-CPE m19 を用いて膵癌細胞株に対する C-CPE
の抗癌剤 (gemcitabine, S-1)の増強作用について調べた。まず、claudin-4が高発現し、高
いバリア、フェンス機能を有する高分化型膵癌細胞株 (HPAC)を用い、C-CPEによるタイ
ト結合への影響を詳細に調べた。C-CPE 処置により、バリア、フェンス機能の低下がみら
れ、その変化はMAPK inhibitorであるU0126により抑制された。また、C-CPE処置によ
り pMAPK の上昇がみられ、C-CPE は主に MAPK 経路を介して膵癌細胞株のタイト結合
機能を制御していることが示唆された。次に HPAC に対する C-CPE による抗癌剤の増強
作用の有無について cell viability assayにて検討した。C-CPE 194を gemcitabineまたは
S-1 と併用することで、抗癌剤単独よりも有意に cell viability の低下がみられ、この作用
も U0126により抑制された。また、タイト結合機能に乏しい低分化型膵癌細胞株 (PANC-1)
においても同様の実験結果が得られ、C-CPE 194は膵癌細胞株に対し、MAPK経路を介し
て抗癌剤の作用を増強したと考えられた。一方、正常膵管上皮細胞においては、C-CPE に
よる抗癌剤の増強作用はみられなかった。本研究の結果は、膵癌における新規分子標的治
療戦略の基礎研究として非常に有用であると考えられた。以上より、本論文は博士論文と
して認められるとの評価を審査委員全員より得た。 
 
 
